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1. OZET

Cay (Camellia sinensis), diinya ¢apinda yaygin bir igecektir. Yesil cayin temel
bileseni olan Epigallocatechin-gallate (EGCG) metastaz (yayilma), invasyon (saldiri),
anjiogenezis (kan damarlari olusumu) ve kanser gelisimini Onleme etkileri ile yakindan
iligkilendirilmistir.

Son yillarda olan arastirmalarda kanser tedavisinde kanserli hicreleri
programlanmis hicre 6limine yonlendirecek maddelerin tizerinde ¢ok durulmustur. Biz de
calismamizda EGCG nin farklilasma karsit1 bir etki gosterdigi hipotezimizi C6 glioma
hicrelerinde programlanmis hicre o6limine veya apoptoza yonlenmeyi saglayip
saglamadigina bakarak arastirdik.

Hucrelerimizin EGCG ile muamelesi sonrasinda apoptotik olusumu TUNEL
metodu ile gozlemleyip fotografladik. Alan sayimlari sonunda elde ettigimiz verileri
ANOVA testi ile karsilastirdik. ANOVA testinin burada kullanim amac: birden fazla
parametreyi ve interaksiyonlari karsilastirmaya olanak tanimasidir.

24, 48 ve 72. Saatler sonunda 50 ve 100 pg/ml dozlarda EGCG nin etkilerini
inceledigimiz hicre kdltirlerimizde apoptoza yonlenmenin dozla daha yakindan iliskili
oldugunu ve uygulama stresinin de énemli bir faktor oldugunu gordik. 24 saatlik hicre
kilturlerimizde 50 ve 100 pg/ml de apoptozun oldugunu, 48. saatte bunun doz artisiyla
arttigin;, ama en ylksek apoptozun 72. saatte ve 100 pg/ml dozda yani zaman ve doz
interaksiyonuyla en ylksek oranda etkinin gorilebilecegini saptadik.

Sonug olarak EGCG 'nin normal hicrelerle kiyaslaninca timor hicrelerine karsi
secimli apoptotik etkisi (selective appoptotic effect) onun kanser ile savasta daha ¢ok

arastiritlmasi gereken bir alternatif olabilecegini disundirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, C6 glioma, EGCG, TUNEL yontemi, Yesil cay



2. SUMMARY

Tea (camellia sinensis) is a universally widespread beverage. The basic component
of green tea, Epigallocatechin-gallate (EGCG), is closely related to its effects in preventing
metastasis, invasion, angiogenesis and development of cancer. In recent years, research
into cancer treatment has focused heavily on substances that may lead to the programmed
elimination of cancer cells.

This study was designed to investigate the effect of green tea catechin;
Epigallocatechin gallate (EGCG), on the apoptosis of C6 glioma cell lines.
We photographed the apoptotic formation of our cells after
treatment with EGCG using the TUNEL method. After counting the cells, we compared
the results we had obtained with the ANOVA test. The purpose of using the ANOVA test
here was to be able to compare with multiple parameters and interactions.

The cell cultures were measured at periods of 24, 48 and 72 hours for the effects of
EGCG at dosages of 50 and 100 pg /ml. The apoptotic cells were stained using the TUNEL
assay. It was observed that the interaction of higher dosage together with longer time
periods was the crucial perameter in inducing apoptosis.

Apoptosis occurred in our 24-hour cultured cell lines at dosages of 50 and 100 pg
/ml. The apoptosis increased in our 48-hour cultured cell lines at the same dosages. But the
highest rate of apoptosis was observed at the longer time period (72 hours), and at the
highest dosage (100 pg /ml).

In conclusion, this selective apoptotic effect of EGCG on C6 glioma cell lines
renders EGCG worthy of further study to better understand the fundamental action
mechanism(s) of tea constituents and the potential usefulness of tea as a highly

bioavailable cancer-preventive agent.

Key Words: Apoptosis, C6 glioma, EGCG, TUNEL assay. Green tea



3. GIRIS VE AMAC

Theaceae familyasinin Camellia sinensis tiriinden olan ¢ay diinyada sudan sonra en
cok tlketilen icecektir (1). Cay bitkisi filizlerinin; soldurma, kivinma, oksidasyon ve
kurutma islemlerine tabi tutulmas: ile siyah cay; oksidasyon hari¢ diger islemlerin
uygulanmasi ile de yesil cay elde ediliyor (2).

Bir cay bardag: yesil ¢cayda bulunan 100-150 mg katesinde % 8 Epicatechin (EC),
%15 Epigallo-catechin (EGC), %15 Epicatechin-gallate (ECG) ve %50 Epigallocatechin
gallate (EGCG) mevcuttur (3). 1 gram yaprak ve 100 ml. cay yaprag: ile siradan metodla
hazirlanmig bir gay icecegi en az 3 dakikalik bir demlenme sonucunda genelde 250-350
mg kadar kat:1 madde icerip bunun ytzdeleri de %30-42 katesinler ve %3-6 kafein
seklindedir (4).

EGCG en etkili katesin olup toplam katesinlerin % 10-507sini olusturur.
Antioksidan aktivitesi C vitamininden 100 kat ve E vitamininden ise 25 Kkat fazladir.
EGCG nin biyolojik faydasi daha c¢ok oksijen serbest radikallerini temizlemek ile
iliskilendirilmektedir. National Cancer Institue’e (NCI) gére EGCG potansiyel bir kanser
onleyici ajandir. Diger cay katesinleriyle ve genel olarak polifenoller hiicrelerde olusan
serbest radikaller ile oksidatif zarardan koruyan tiimorlesme karsiti fonksiyonel anti-
oksidan molekullerdir. EGCG kanser genlerinin ekspresyonunuyla iliskili enzimlerin ve
hlcrelerin sinirsiz yasama Yyetenekleriyle alakali olan telomerazi ve DNA metiltransferazi
inhibe eder. Bir ¢ok calisma EGCG gibi serbest radikallerin anti-mutajenik, anti-anjiojenik,
anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkileri vardir ve bu etkiler hem in vivo hem in-vitrodadir
(4).

Calismamizda EGCG "nin etkisini arastirmak i¢in kullandigimiz modelde C6 glioma
hicreleriyle deneylerimizi gerceklestirdik. Laboratuvarlar igin uygun olan ve kiguk
hayvanlarda bile uygulanabilen glioma modelleri, malign gliomalarin in vivo 6zelliklerini
ortaya koymak ve tedaviye cevaplarmi belirlemek icin gunimizde sikhkla
olusturulmaktadir. Primer beyin timorlerinin %60 kadarin1 gliomalar olustururlar (5).

C6 glioma timor hattt metil nitrozireye ardisik sekilde maruz kalmis Wistar-Furth
sicanlarinda olusan beyin timarleri kilttrlerinden elde edilmektedir (6).
Beynin kendi dokularindan olusan yani primer beyin timorlerinden en sik gorileni

(%30) glia hucrelerinden koken alan gliomalardir (Glioblastoma multiforme). Bunlar



santral sinir sistemi tumadrlerinin en buyuk grubunu olustururlar (%50). Birgok glioma tir(
vardir. Bunlardan biri olan glioblastoma (Astrositoma) yildiz seklindeki glia hicrelerinden
koken alir. Erigkinlerde daha ¢ok serebrumda ortaya ¢ikarken cocuklarda beynin her g
boliminde de gorulebilirler. Beyin tumorlerinin - neden oldugu kesin olarak
bilinmemektedir. Ama bazi risk faktorleri, bir kiside beyin timori gelismesi olasiligini
artirmaktadir (erkek cinsiyet, yas, 1rk, radyasyon ve diger zararhlara maruz kalmak) (7).

Bu calismamizin amaci kanser hiicrelerini apoptoza indikleyen EGCG nin farkh
dozlarda ve zaman araliklarinda etkisini C6 glioma hiicreleri Gizerinde inceleyerek doz ve
zaman interaksiyonu iligkisi kurabilmektir. Bunu da glioblastoma multiforme hicrelerinde
TUNEL yontemiyle gorunur kildigimiz apoptotik hticrelerden elde ettigimiz (Apoptotik
Indeks) sonuglarla gerceklestirmeyi hedefledik.



4. GENEL BILGILER

Cin mitolojisine gére imparator Shen Nung cayr M.O. 2737 de ilk kesfeden Kisi.
Yesil cayin sagliga yararlar ile ilgili ilk bilgi M.O. 2700 lere dayanir. ilk bilimsel yayin
ise M.S. 1211 yilindaki Japon rahip Eisai tarafindan yazilan "Cay icerek saglhik nasil
korunur™ kitabidir. Yesil cayin tedavi edici etkileri 16. yiuzilda cay 6zitlyle ates, bas agrisi,

mide agris1 ve kesiklerin agrisin1 dindirmeye galisan Avrupalilarca kesfedilmistir (8).

\4
QX " o

Resim 1: Camellia sinensis (Cay bitkisi) morfolojisi (9)

KATEGORI KARSILIGI

Alem Plantae

Alt alem Tracheobionta

Ust boliim Spermatophyta
Bolim Magnoliophyta

Smuf Magnoliopsida

Alt sinif Dilleniidae

Takim Theales

Aile Theaceae

Cins Camellia L.

Tar Camellia sinensis (L.)

Tablo 1 : Cay bitkisinin smiflandirilmas: (10)



Yesil cayda yer alan polifenoller : flavanoller, flavandioller, flavonoidler ve fenolik
asitlerdir. Genelikle yesil cay polifenollerinden flavanoller, katesinler olarak da bilinirler.
Bu katesinler sunlardir: Catechin (C), Epicatechin (EC), Gallocatechin (GC), Epigallo-
catechin (EGC), Catechingallate (CG), Epicatechin-gallate (ECG), Gallocatechin-gallate
(GCG) ve Epigallocatechin gallate (EGCG). Inamlan ise kansere etkinin; cayin
icerigindeki polifenol bilesenleri sayesinde oldugudur. Yesil cay polifenollerin antioksidan
etkisi su siraya gore artmaktadir: EC < ECG < EGC < EGCG (11).

. i OH ~Zh o
HO 0 [-u .—’l[ OH H':'I"\[:;'—":."'][ U [ v FIJ OH OH
L " |] RI -, ; il OH
llH - - o ™ . OH HQ Q = .-” OH
07 '-._[i,.-v::;:__ _~2H 0 || ; [ ﬂ |
o |;""' OH T “GH
i Tow H of
e
EGCG ECG EGC
OH
" o OH
L _ow o~ OH i /I Il
o = H e O S
HO._ 0 3 |J HO, . s Ny _.--"l'-:":-.- |[ OH I |L o
g9 0L L L
T Qi Rl i T _-H
o llvH & “ |
= OM
:l]H
GCG EC C

Resim 2 : Katesinlerin halkasal yapisi (12)

Siyah cayin Gretimi esnasinda yukarida gdsterilen polifenollerin ¢ogu teflavin
formuna okside ve polimerize olur. Siyah ¢aya kirmizi rengini veren durum da budur (11).

Yesil cayla ilgili su ana kadar ki ¢calismalarin cogu ECGC nin hiicre proliferasyonu
ya da hicre 6lumi Gzerine etkilerine odaklanmistir. EGCG 'nin insan prostat kanseri hiicre
serilerinde (13), insan epidermoid karsinoma A431 hiicrelerinde (14), meme karsinoma
MCEF-7 hicreleri (15), melanoma hiicreleri (16) ve pankreas kanser hicreleri (17) gibi
bircok insan hiicre hattinda apoptozu tesvik edici etkileri gosterilmistir.



EGCG’nin antioksidan etkinlikleri ise aromatik halkalara ve hidroksil gruplarina
baglidir. Boylece serbest radikalleri yakalar ve notralize eder. TUmor baslangict ve
yayilmasinin biyokimyasal isaretcileri olan apoptoz indiksiyonu, hiicre replikasyonunun
inhibisyonu, neoplazmanin gelisimini ve buyimesini baskilar. EGCG proteolitik bir enzim
olan Urokinazi da inhibe eder. Urokinaz kanserli hiicrelerin metastaz yapmak igin
kullandiklar1 enzimdir. EGCG ve ECG mellatoproteinaz-2 (MMP-2) (gelatinaz-A olarak
da bilinir) ve metalloproteinaz-9 (MMP-9) (gelatinaz-B) u inhibe eder. Bu iki enzim tiumaor
invazyonu ve metastazinda rol almaktadir. EGCG 'nin hem anti-matriks metalloproteinaz
hem de anti-anjiojenesis etkisi bulunmaktadir (18). EGCG’nin insandaki etkileri
antioksidan (19,20,21), anti-mutajenik, anti-karsinojenik (22) ve anti-HIV (23)
aktivitededir.

Cay polifenollerinin bu Ozellikleri onlar1 kanser olusumunun baslama ve ilerleme
safhalarina karsi etkili yapar (23).

Diger onemli bir nokta da yesil caydaki ana yapilari benzer ama yan zincirlerinde
farkl gruplart olan diger katesinlerin anti-kanser etkisinin de farkli olmasidir. Bunun
anlami katesinlerin anti-kanser etkisinin yapiya gore spesifik oldugudur (13).

EGCG ile muamele telomerazin kisalmas: ve telomeraz aktivitesinin azalmas: ile
sonuglanmistir. Bu sonug bize telomeraz inhibisyonunun EGCG sebepli bir durum
oldugunu gosterir. Telomeraz hedefli bu tip sonuclar bize kanser tedavileri ile ilgili yeni
fikirler verebilir (15).

4.1. APOPTOZ

4.1.1. Apoptozun Tanimlanmasi

apo-TOE-sis kelimelerinden kokenlenmekte olup eski Yunanca'da "sonbaharda
yaprak dokimid™ anlamina gelmektedir. Hicrelerde normal gelisim sirasinda meydana
gelen 610m 1842 yilinda Vogt tarafindan tanimlanmistir (24) .

Programlanmis hicre 6lumi terimi olarak ilk kez 1965 yilinda kullanilmistir.
Apoptoz terimi 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan programlanmis hicre
Olimind tanimlamak igin kullanildi. Kerr, fizyolojik olarak 6len hticrelerin gekirdeklerinde
yogunlagmis kromatin parcalarmi gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark

ederek bu olay: biizisme nekrozu olarak adlandirmistir (25).



1993 yilinda Cohen yiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hucreleri tUzerine
etkilerini incelemis ve timus hicrelerinin direkt olarak apoptozu se¢medigini, hicre
olimine neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptoza yonlendirdigini bildirmistir
(26). Boylece apoptozun genler tarafindan duzenlenen bir hiicre 6lumu oldugu ortaya
cikmstir (27).

4.1.2. Apoptozun Temel islevi ve Amaclar

Komsu hiicrelere hasar vermeden ve onlart koti yonde etkilemeden ve iz
birakmadan hedeflenen hucrenin yok edilmesidir. Hucre proliferasyonu nasil ki mitoz ile
belirlenmekte ise belirli bir dokuda olmasi gereken hiicre sayis1 da apoptoz ile belirlenir.
Bu sekilde:

a) Embriyo gelisimi ve baskalasim (metamorfoz) sirasinda oldugu gibi, gelisimi stirecinde
organizmaya sekil verir.

b) Organizmanin toplam hiicre sayist diizenlenir.

c) Tumor hicreleri, virisle kontamine olmus hiicreler, kendi basina buyruk hale gelen ve
kendine zarar veren immun htcreler (ki bunlar otoimmiin hastaliklara yol acabilir) gibi
istenmeyen ve tehlikeli hiicreler ortadan kaldirilir ve bunlara karsi savunma olusturulur
(28).

4.1.3. Apoptozu Uyaran Sinyaller

a) Hucre disi: Hormonlar, buytime faktori
b) Hiicre ici: Iyonize radyasyon, viral infeksiyon, serbest radikallerden dolay: meydana
gelen oksidatif hasar (29).

4.2. APOPTOZDA HUCRE iCi SINYAL ILETIMIi VE METABOLIK
DEGISIKLIKLER

Hucre ici sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan Kalsiyum (Ca++) apoptozda da
rol oynar. Hicre icindeki Kalsiyum iyonlarinin miktarindaki artis hucreyi apoptoza

gotirmektedir (30). Sitoplazmadaki Kalsiyum iyonu miktarindaki hafif artis, c-myc, c-fos,



1s1 0k proteinlerini harekete gegirir ve hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur. Kalsiyum;
adenilat siklazlar1 aktive ve inhibe etme yetenegine sahiptir. c-AMP ve protein kinazlar
Uzerinden sinyal iletimini etkiler (31). Sitoplazmada artan Kalsiyum inaktif durumdaki
Kalsiyum bagimli proteazlari ve nikleazlar1 aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin
parcalanmasina ve apoptoza 6zgu interniikleozomal DNA kiriklarina neden olur (32).
Kalsiyum iyonu, inaktif durumdaki endoniikleaz, proteaz, transglutamaz, fosfolipaz gibi

latent enzimleri aktive ederek apoptoza neden olur (33).

4.2.1. Apoptotik Hucrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler

4.2.1.1. Yuzey Yapilarnmin Kaybu:

Apoptoza ugrayan hucrenin komsu hucrelerle baglart kesilir. Hiicre yiizeyindeki
mikrovillUsler ve diger hiicrelerle yaptiklari 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre ylzeyi

yuvarlaklasir (34).

4.2.1.2. Hiucre Buzilmesi:

Apoptotik hicre komsu hiicreye gore daha kigik ve sitoplazmasi daha yogundur.
Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarini korur. Sitoplazma
yogunlugu arttigr icin organeller kalabalik gortnir. Hicre zari saglam oldugundan

nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon gézlenmez (35).

4.2.1.3. Kromatin Yogunlasmas:

Genellikle gekirdek buzustr. Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve parcalar halinde
bir araya toplanir (30). Cekirdek porlar: secilemez. Cekirdek sekli duzensizlesir ve ileri
evrede kuiglk cekirdek pargalarina bolundr. Cekirdekgik genisler ve grantlleri kaba

grandller halinde dagilir (35).



4.2.1.4. Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmas:

Hicrede once ylzeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar1 sitoplazma
parcaciklar iceren ve siki bicimde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili apoptotik
cisimlere donusir (88). Apoptoz icin morfolojik degisimler hiicre buzulmesi, kromatin
yogunlasmasi, hiicre membran tomurcuklanmas: olurken fosfotidilserin agiga ¢ikar.
Saglikli hicrelerde plazma membraninin iginde bulunan fosfotidilserin apoptotik
hicrelerde plazma membranmin disg yuzinde bulunur ve fagositik hiicreler icin sinyal

goOrevi gorir (36).

Resim 3: Hicre yiizeyine dogru yer degistiren fosfotidilserin (37)

4.3. APOPTOZ VE NEKROZ

Organizma surekli bir denge halindedir. Hiicre bélinmeleri sonucu yeni hicreler

olusurken, varolan hicrelerin bir kismi hticre 6limu ile ortadan kaldirilmakta ve boylece
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denge korunmaktadir. Ama hucreleri ortadan kaldirmanin tek yolu apoptoz degildir. Hicre
olimanadn iki tipi vardir, bunlar apoptoz ve nekrozdur.

Apoptozun gerceklesebilmesi igin yiksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hucre
ici ATP seviyesi hiicrenin apoptozla m1 veya nekrozla mi Olecegine yon verir. Eger hicre
ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol icin gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz
ile 6lecektir (38).

NEKROZ APOPTOZ

Iskemi Buytme faktori eksikligi
Hipertermi Hicre yaslanmasi

Hipoksi HIV

Litik viral enfeksiyon Kanser ilaglar

Toksik maddelerin yiiksek Yiksek doz glukokortikoid
konsantrasyonlari

Siddetli oksidatif stres Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin

aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler
Cok siddetli olmayan oksidatif stress

Tablo 2 : Nekroz ve apoptoza yol acan nedenlerin karsilastiriimas: (38)

4.3.1. Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Farklar

4.3.1.1. Fiziksel Farkhhklar :

1- Nekroz komsu hucre gruplarint etkiler (39), oysa apoptozda sadece hiicrenin kendisi
etkilenir (40).

2- Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar (36), apoptoz fizyolojik uyaranla da
baslayabilir (6rnek: hormonal dengenin bozulmasi) (34).

3- Nekroza ugrayan hiicre, cevreye yaydigi kemotaktik maddeler aracilig: ile cagrilan
makrofajlar tarafindan fagosite edilir (36). Apoptoza ugrayan hiicre ise ¢evreye kemotaktik
madde yaymaz; yaninda bulunan epitel hticreleri veya makrofajlar aracilig: ile fagositoza

ugrar. Nekrozda inflamatuar cevap vardir, apoptozda ise yoktur (34).
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4.3.1.2. Morfolojik Farkhhklar :

1- Nekrozda zar butiinligu bozulur (30), apoptozda zarda kabarciklar goriltr fakat asla zar
butunligl bozulmaz (40).

2- Nekroz sitoplazma ve mitokondride sisme ile baslar (39), apoptozda ise sitoplazma
blzilme ve c¢ekirdek yogunlasmas: goruldir (30).

3- Nekroz total hiicre parcalanmasi ile sonlanir, oysa apoptoz hiicrenin daha ufak
fragmanlara donusmesi ile sonlanir (apoptotik cisimler) hicre tumuyle dagilir (39).

4- Nekrozda hiicre zarinda vezikul olusumu yoktur; oysa apoptozda zara bagl vezikuller
olusur (27).

5- Nekrozda organellerin devamliliginin bozulmasi: mevcut iken, apoptozda (30); apoptozu
baslatan bcl-2 gen ailesinin Urettigi por olusturan proteinlerin etkisi ile organeller

batunligind korur, ancak delikli bir yapiya kavusur (27).

4.3.1.3. Biyokimyasal Farkhhklar :

1- Nekrozda iyon dengesi kaybolur, apoptozda ise siki bir sekilde kontrol edilen enzimatik
olaylar mevcuttur (34).

2- Nekroz enerjiye ihtiya¢ duymaz, pasif bir olgudur ve +4°C’de bile gerceklesebilir.
Apoptoz ise enerji gerektiren aktif bir olgudur ve +4° C'de gerceklesemez (27).

3- Agaroz jel elektroforezi yapildiginda, nekroz sirasinda DNA'nin rastgele sindirimi
mevcuttur (34). Oysa apoptozda rastgele olmayan, mono-oligonikleozomal pargcalanma
mevcuttur. Bu da agaroz jel -elektroforezde apoptoz icin karakteristik “ladder
pattern” denen merdiven seklinde kirilmalar meydana getirir (41).

4- Nekroz sirasinda hicre Olumanun ge¢ bulgusu; postlitik DNA parcalanmasi vardir
(DNA, hucre butinligl bozulmadan oOnce parcalanir). Ayrica apoptozda mitokondri
tarafindan sitoplazmaya birgok faktor salinimi mevcuttur (sitokrom-c v.b.) (41).

5- Nekroz sirasinda nonspesifik zar parcalanmas: olurken, apoptozda zar asimetrisinde
degisiklikler olur (6rn: fosfotidilserin zarin sitoplazmik yiiziinden ekstraseliler ylziine
dogru yer degistirir). Bu degisiklik apoptotik hiicrenin inflamatuar reaksiyon olusturmadan

lokal hiicrelerce taninip, fagosite edilmesini saglar (27).
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Apoptoz Sitoplazma

Tablo 3: Hucrenin apoptozla ilgili bolgeleri

4.4, APOPTOTIK HUCRELERIN TANINMASI VE FAGOSITOZU

Oliim mekanizmas: nasil olursa olsun, o6li hiicrelerin ortadan kaldirilmas:
gerekmektedir. Gerek nekroz gerekse apoptozda 6li hicreler fagositozla ortadan kaldirilir.
Apoptoz sonunda ¢evresi plazma membrani ile gevrili icinde hiicre parcalarmin bulundugu
apoptotik cisimcikler olusur. Bu apoptotik cisimcikler, hiicreleraras: alana dagilirlar veya
limene dokallrler. Apoptotik cisimciklerin - ic  membraninda bulunan fosfolipid
tabakas1 dis tarafa dogru vyer degistirerek plazma membraninin dis katmanlarinda
fosfatidilserinin agiga ¢ikmasmi saglarlar. Fosfatidilserinin, fagositozun olusmasi igin
adeta “beni ye" sinyali olusturur. Apoptotik hiicrelerin fagositoz ile temizlenmeleri, nekroz
urunlerinin aksine anti-inflamatuar sitokinlerin Gretimi ve proinflamatuar sitokinlerin
baskilanmasi ile karakterizedir. Boylece apoptotik hucrelerin temizlenmesi hizli, etkin ve

sessiz olarak gerceklesir (38).

4.5. APOPTOZUN GORULDUGU OLAYLAR

Bazi organlarin biyolojik gelisimleri esnasinda apoptoza rastlamak muamkindr.
Apoptoz ayrica her tlrlu neoplastik olusumda; hem buylime hem gerileme ddneminde
gorulebilir (42). Hafif siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da

apoptoz goruliir (Ornek disiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma) (31).
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Bu anlamda apoptoz spesifik bir uyarana maruz kalan hiicrenin, bu uyarima aktif olarak
verdigi dizenleyici bir yanittir (39). Apoptozlu hucreler saghikli doku icinde dagilmis
sekilde bulunur (30). Apoptozun goruldigi baslica olaylar sunlardir:

a-Embriyogenez ve metamorfoz surecinde programli hiicre yikimi (fetus implantasyonu,
organogenezis ve gelisim surecinde yasanan involiisyon) (43)

b-Eriskinde hormona bagimli involusyon (menstriel siklusta endometriyum hiicrelerinin
yikimi, menopozda folikil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin
rejenerasyonu) (30)

c-Surekli cogalan hicre gruplarinda hiicre sayisimin dengelenmesi amaci ile hicre
azaltilmas: (barsak kripta epitelleri) (30)

d-Immun hiicrelerin secimi (hem B hem de T hiicrelerinin sitokin deplesyonundan sonra ve
timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi) (27)

e- Tumorlerde hicre 6limi (hem biylime hem de regresyon asamasinda) (27)

f- Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofi (31)

g-Sitotoksik T hicreleri ile olusturulan hiicre 6lumu (otoimmun hastaliklar) (27)
h-Cesitli etkenlerle olusan hiicre 6limi (radyasyon, antineoplastik ilaclar, hipertermi,
hipoksi, travma) (44)

4.6. APOPTOZUN MOLEKULER DUZENLEYICILERI

Apoptozun her basamagi bir ¢ok proteinin birlikte calismasini gerektirir. Bu
proteinler, kaspazlar, Bcl-2 ailesi, p53 ve TNF ailesidir. En etkili proteinazlar kaspazlardir
(45).

4.6.1. Kaspazlar

Sistein proteinazlardir ve aspartik asitten sonraki peptit bagini kirarlar. Cogu
apoptozda gorevli 14 farkl kaspaz tanimlanmistir. Kaspazlar, tek polipeptit zinciri halinde
sentez edilirler ve Ug tane bolgeleri vardir: efektér 6lum (death effector domain: DED),
kaspaz toplama (caspase recruitment domain: CARD) ve 61im bolgeleridir (death domain:
DD) (45).

14



Tum kaspazlar hiicre iginde inaktif olarak bulunurlar ve proteolitik iglemlerle
kirilarak aktif olurlar. inaktif kaspazlarin aktivasyonu ; granzim B araciligiyla, sitotoksik
T hicre grandllerinde bulunan aspartata 6zgii serin proteinazlar araciligiyla veya aktif
olan kaspaz proteininin inaktif olan kaspaz ile etkilesimi sonucu gerceklesebilir.
Kaspazlar, yapisal Ozelliklerine ve fonksiyonlarina gore su t¢ grupta smiflandirilirlar;
inflamatuar kaspazlar olarak adlandirilan grup I kaspazlar (kaspaz 1, kaspaz 4, kaspaz 5),
baslatic1 kaspazlar olarak bilinen grup Il kaspazlar (kaspaz 2, kaspaz 8, kaspaz 9, kaspaz
10) ve efektor kaspazlar olarak adlandirilan grup 1l kaspazlar (kaspaz 3, kaspaz 6,
kaspaz 7) (45).

Oliim reseptorleri aracihigiyla tetiklenen apoptotik sinyal, kaspaz 8 veya
kaspaz 10 gibi baslatict kaspazlarin aktivasyonunu saglarken mitokondriyal apoptotik
sinyaller kaspaz 9’u aktif hale getirir. Daha sonra bu kaspazlar diger kaspazlari
aktiflestirerek proteolitik bir kaskada neden olurlar. Bu kaskad sonunda efektor
kaspazlar olan kaspaz 3, 6 veya 7 aktive olur. Bu aktivasyon, nikleaz inhibitort, hicre
iskeleti ve 6nemli hucre proteinlerinde bolinmeye yol acarak DNA’da pargalanmaya ve
tipik morfolojik degisikliklere neden olur (45).

Yasayan hicrelerde kaspaz aktivasyonu apoptoz inhibitor protenleri (IAP) adi
verilen hiicresel proteinler araciligiyla kontrol altinda tutulurlar (46). Insanlarda alt: tane
IAP  tammlanmustir; NAIP, c-IAP1 (HIAP2), c-IAP2 (HIAP-1), XIAP, survivin ve
BRUCE (47).

4.6.2. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 proteinleri apoptozis regulasyonunda; hiicre yiizeyi ile hicre ic¢i 6lim
sinyalleri arasinda denetim noktas: olarak, apoptozom olusum safhasinda ve kaspaz
kaskadnin aktivasyonunda énemli rol oynar (48,49).

Bcl-2 ailesi iki diizineden daha fazla tyeye sahiptir ve birbirine zit etkileri olan iki
gruptan olusur. Bu gruplardan biri apoptozu tetikleyici (en iyi olarak bilinenler: bax, bid,
bcl-Xs, bad, bim, bak, bok, PUMA, NOXA), digeri ise apoptozu baskilayici (en iyi olarak
bilinenler: bcl-2, bcl-X1, Mcl-1) etkiye sahiptir. Bcl-2 ailesinin tyeleri BH1, BH2, BH3,
BH4 bdlgelerinden en az birini igerirler (38).
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Apoptozu tetikleyen Gyeler kendi aralarinda; BH1, BH2, BH3 bolgelerinden her
Uclinu bulunduranlar (Bax, Bak) ve sadece BH3 icerenler (bid, bad, bim, PUMA, NOXA)
olmak (zere ikiye ayrilirlar. Apoptozu baskilayan Gyelerin hepsi bdlgelerin doérdiine
sahiptirler. Oliim sinyali olmadigit zaman Bcl-2 proteinleri hiicre icinde ayr:
kompartmanlarda bulunurlar. Oliim sinyali alindig1 zaman, apoptozisi indiikleyen uyeler
degisime ugrarlar, daha sonra mitokondrinin dis membranina entegre olurlar ve
mitokondriden apoptozisi baslatici bir faktor olan sitokrom c’nin saliverilmesine neden
olurlar. Bu olaylar gerceklesirken apoptozu baskilayan Uyeler ise inaktif durumdadirlar
(50).

4.6.3. p53

p53; apoptozu tetikleyen birgcok farkli gen drtninin sentezini artiran
transkripsiyon faktorudur. p53’tn sentezlerini arttirdig: apoptozu tetikleyen gen urinleri;
hiicre dongl gelisim inhibitorleri, p53 aktivitesini kontrol eden duzenleyiciler, oksidatif
stres ve endoplazmik retikulum stres mediatorleri, 6lim reseptér sinyal yolunun
komponentleri ve bcl-2 ailesinin apoptozu tetikleyen proteinleridir. p53 ayn1 zamanda
transkripsiyondan bagimsiz olarak da apoptozu tetikleyebilir. p53, hiicrede bir sekilde
DNA hasar1 olustugu zaman hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu G1 fazinda
durdurur ve hiucreye DNA tamiri icin zaman kazandwrir. Eger DNA hasari tamir

edilemeyecek kadar biyiikse Bax’in sentezini arttirarak apoptozu tetikler (51).

4.6.4. TUmor Nekrozis Faktor (TNF) Ailesi

TNF, bir sitokindir ve apoptozis, hucre proliferasyonu, imminomoduilasyon,
inflamasyon, alerji ve otoimmin hastaliklara aracilik eder. TNF, transmembran proteini
olarak sentez edilir. TNF’nin membrana entegre formu (mem-TNF) proteolitik bolinme ile
soluble TNF halini alir.

TNF, biyolojik fonksiyonlarmi iki farkl reseptor araciligiyla gergeklestirir; tip 1
(TNF-R1) ve tip 2 (TNF-R2) . Hicrenin 61im sinyalinin aktarimi, TNF-R1’in sitoplazmik
olim bolgesi araciligryla gerceklesir. Bu durum kaspaz 8 aktivasyonuna veya mitokondri

bagimli donginiin aktivasyonuna, sonug olarak da apoptoza neden olur (52).
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4.7. APOPTOZ SURECININ DEGERLENDIRILMESI

Apoptoz sureci, hiicre 6limine neden olan uyari ile baslar ve enerji bagimli kaskad
ile sona erer.Bu siireg, 4 faz halinde 6zetlenebilir:
1. Erken veya baslangi¢ fazi: Apoptoz, apoptotik cevaba neden olan uyar: ile baslar.
Apoptotik  cevap, hucre disi bir sinyalin hiicre yuzey reseptorlerini uyarmasiyla
tetiklenebilecegi gibi, ilaclar, radyasyon veya toksinlerin neden oldugu hucre i¢i uyarilar
ile de tetiklenebilir,
2. Sinyal transferi fazi: Sinyal veya metabolik durumun algilanmas: ve bu algilanan sinyal
veya  metabolik  durumun hicre  olim  efektdr  sistemine iletilmesi,

3. Efektor faz: Kaspaz sisteminin aktivasyonu (53).

Nukleus
ve
Hucre Apoptotik cisimcik
- Ceperini Apoptotik icindeki
Kromatin E Niikleus cisimciklerin I|_zoz<IJmIarda
Kondenzasyonu [ buzusme L olusumu L | Sitoplazma ve
Si pargalanmas ; ™| membran vikip
v
hiicre
sismesi
Erken Apoptoz Geg

Tablo 4: Apoptozda olusan erken ve ge¢ morfolojik degisiklikler (54)

4. Hiucre 6limuanden sonraki faz: Hicrelerin kromatin veya DNA’larinin sindirimini ve

Olen hicrelerin fagositik hticreler tarafindan taninarak yok edilmelerini igerir (53).
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4.7.1. Apoptoz Siirecinin Hiicre ici veya Hiicre Disi Uyaranlarla Tetiklenmesine Gore

Degerlendirilmesi

Hicreler, hucre ici veya hicre disi gevrede meydana gelen buyume faktord
eksikligi, hicre yaslanmasi, HIV, kemoterapi, radyasyon, yuksek doz glikokortikoid, Fas
ve TNFR-1 reseptoOrlerinin aktivasyonu ve oksidatif stres gibi hicre 6lim uyaranlar: ile
tetiklenerek iki ayr1 yol ile apoptoza giderler. Bu ana yollardan birisi ekstrinsik yol; hticre
dis1 6lum uyaranlart ile tetiklenen reseptor aracili apoptoz, digeri ise intrinsik yol; hiicre ici

uyaranlar ile tetiklenen mitokondri aracili apoptozdur (38).

4.7.1.1. Ekstrinsik Yol (Reseptor Aracih Apoptoz)

Ekstrinsik yolda apoptoz, hicre 6lum reseptorleri olan Fas ve TNF-R1’in kendi
ligandlar: ile etkilesime girmesi sonucu baglar. Fas ligandi (Fas L), sitotoksik T
lenfositlerde ve dogal 6ldirtcu (natural Killer) hiicrelerde bulunur (55).

TNF-R1’in ligasyonu, TNF-R1’e TNF’nin baglanmasi ile gerceklesir (55). Fas ve
TNF-R1 kendi ligandlariyla baglandiklarinda 6lim uyarisi almis olurlar. Fas reseptord,
birbirine komsu iki Fas ligandmin birbirleriyle baglanmas: sonucu trimer kompleks
halinden hexamer kompleks haline donusir. Daha sonra, Fas reseptoru kendisinin
intrasitoplazmik 6lim bdlgesi olan FADD (Fas associated death domain) ile, TNF-R1 ise
kendi intrasitoplazmik 6lim bolgesi olan TRADD (TNF-R1 associated death domain) ile
etkilesime girer. BOylece 6lime sebep olan sinyal kompleksi (death- inducing signalling
complex: DISC) olusur. Bu kompleks, prokaspaz 8’in efektor Olum Dbolgesi (death
effector domain: DED) ile birleserek prokaspaz 8’in aktif formu olan kaspaz 8’in
olusumuna neden olur. Kaspaz 8; ya prokaspaz 3’U aktive ederek hiicre 6limine sebep
olur ya da Bcl-2 ailesinin Uyesi olan Bid’in c-terminal bdlgesini keserek aktif formu olan
tBid’in olusmasina ve bdylece apoptozun intrinsik yola dogru ilerlemesine neden olur.
Hucreler, bu iki yoldan birisine daha fazla yatkindirlar. Tip 1 hicreler (lenfositler),
kaspaz 3 aktivasyon yolunu tercih ederken, Tip 2 hicreler (hepatositler), intrinsik yola

dogru ilerlemeyi tercih ederler (55).
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4.7.1.2. Intrinsik Yol (Mitokondri Aracih Apoptoz)

Sitotoksik ilaglar, oksidatif stres, iyonize radyasyon, DNA hasari, biyume faktor
eksikligi gibi nedenlerle olusabilen 6lum sinyali, Bcl-2 ailesinin sadece BH3 bdlgesini
iceren Uyeleri (bid, bad, bim, PUMA, NOXA) tarafindan mitokondriye tasmir .

Intrinsik yolun en  énemli bolimi, mitokondri dis membran gecirgenliginde
olusan artistir (MOMP: mitochondrial outer membrane permeabilization) (56).

Hangi yol ile olursa olsun 6lim sinyalinin, MOMP olusumunu gerceklestirebilmesi,
mitokondriden  apoptozun aktivasyonuna neden olan basta sitokrom-c olmak (izere
Smac/diablo (second mitochondria-derived activator of caspase/direct 1AP binding
protein with low pl), AIF (apoptosis inducing faktor), endoniikleaz G ve Omi (homologue
of bacterial HtrA) gibi maddelerin salinimina neden olur .

Sitokrom-c; Apaf-1 (apoptosis protease activating factor-1) ve pro-kaspaz 9’a
baglanarak apoptozom adi verilen oligomerik Apaf-1 kompleksi (Apaf-1 + sitokrom-c +
ATP + Prokaspaz 9 )’nin olusumunu saglar. Aktiflesen kaspaz 9, pro-kaspaz 3’0 aktive
eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla aktiflesen deoksiribontkleaz inhibitoriini (ICAD: inhibitor
of caspase- activated deoxyribonuclease) inaktif hale getirir .

Boylece ICAD’1n basladig1 kaspazla aktiflesen deoksiribonikleaz (CAD: caspase-
activated deoxyribonuclease) serbestlesir. CAD, apoptozun karakteristik bulgularindan
olan kromatin yogunlagsmasina ve oligoniikleozomal DNA pargalanmasina neden olur .

Ayrica aktif kaspaz 3, ilgili proteinleri (hucre iskeleti proteinleri aktin veya
fodrin, nikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli (ADP-riboz)
polimerazi (PARP)) parcalayarak, apoptotik hiicre morfolojisinin olusmasini da saglar.

Smac/diablo; kaspazlara baglanarak kaspaz inhibisyonuna yol acan IAP’1n
(inhibitors of apoptosis) yerini degistirerek, Omi ise 1AP’1 geri doniistimsiz olarak inhibe
ederek kaspaz aktivasyonunu saglarlar.

AIF; direkt olarak nlkleusa giderek kromatin yogunlasmasini baslatir ve
endoniikleaz G; kaspaz aktivasyonundan bagimsiz olarak nikleustaki parcalanmaya katilir
(57).
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4.8. APOPTOZ BELIRLEME YONTEMLERI

Apoptoza giden hicreleri saptama yontemleri, bakilan kriterlere ve sensitiviteye
bagli olarak gesitlilik gostermektedir. Asagidaki tabloda gosterilen yontemlerin bazisindaki

temel noktalar sunlardir.

Apoptoz
Nukleus Sitoplazma Mitokondri Membran
-DNA parcalanmasi -Bid, P53 varligi -Bel-2, Bel-xL,Bax,  -Anneksin V anlizi
*EM *RT-PCR Bad varlig * Flow sitometri
*TUNEL *Western *RT-PCR - Fas,TNF, TRAIL ve
*DNA laddering *[mmiinohistokimya *Western ligand varlig
*ISEL. -Kaspaz aktivasyonu *Immiinohistokimya * RT-PCR
*ELISA *Western - SMAC/DIABLO varhgn  * Western
*Flow sitometri *ELIZA *RT-PCR *Immiinohistokimya
*Flow sitometri *Immiinohistokimya - Coziinmis Fas
-IAP *Western *ELISA
*RT-PCR - Sitokrom-¢ salinimi
*Western * ELISA
- NFk[ aktivasyonu
*EMSA

*Immiinohistokimya

Tablo 5: Her bir ydontemin, apoptoz surecinde gorev alan organellere gore dagilimi (58)

4.8.1. TUNEL

Apoptoz calismalarinda kullanilan en yaygin test haline gelmistir. Apoptotik
sinyaller DNA {(zerinde kiriklar olusturur. TUNEL y6ntemi, parcalanmis DNA’nin
3-OH ucuna deoksinukleotidil transferazin (TdT) spesifik olarak baglanmasi prensibine
dayanir. Agiga c¢ikan DNA kiriklarinin serbest 3'-OH uclarina terminal deoksiuridin
trifosfatlar (TdT), terminal deoksinukleotidil transferaz (TdTaz) araciligiyla eklenir.
Eklenen uglarin uzunluklar1 dUTP konsantrasyonlarinin miktarina gére degisebilir.

DNA fragmanlar: digoksigenin ile isaretlenir. Isaretlenmis deoksiniikleotidler
anti-digoksigenin-HRP (horseradish ~ peroksidaz) konjugat: ile belirlenir. Konjugat

diaminobenzidin ile reaksiyona girer ve c¢oziinmeyen bir substrat olusturur.
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Uclar1 isaretlenmis hicreler flow  sitometri  veya  immunohistokimyasal
yontemlerle incelenebilir. Bu teknikle apoptoza ugrayan hucreler normal hicrelere
oranlanarak apoptoz orani belirlenebilir (apoptotik indeks=Al). TUNEL yodntemi,
kilturde cogaltilmis hicrelerde, donmus Kkesitlerde ve parafin bloklarda apoptozun
tespitinde kullanilabilir (59 ).

4.9. OKSIDATIF STRESS

Oksidatif stres, reaktif oksijen radikallerinin Uretimi, antioksidan savunmadan daha
fazla oldugu zaman gerceklesir. Oksidatif stres belirtecleri; hidrojen peroksit, nitrik oksit
ve isoprostane F2a-111 gibi lipid peroksidasyon Urinleridir. Oksidatif stres, bir¢cok
biyolojik molekili okside edip hucrelerde fonksiyon bozuklugu ve 6lime neden olarak,
hicre dist matriksi harap ederek, temel antioksidan savunmay: inaktive ederek,
proteinazlari aktive ederek veya TNF- a gibi transkripsiyon faktorlerini aktive edebilen ve
histon asetilasyonunu kolaylastirabilen gen ifadesini arttirabilir (19). Oksidatif stres
sonucu lipid, protein ve DNA zararlanmasi olusur (60).

Hucrelerin faaliyetleri boyunca ¢ok farkl: reaktif oksijen ttrevleri (ROT) Uretilir ve
bunlar savunma ya da redoks sinyal tepkimeleri gibi amaclarla kullanilirlar. Bu ROT larin
bir kismi1 antioksidan savunmayla sontimlendirilirken bir kismi1 da besin olarak kullanilir
(61). Antioksidan savunma aginin amaci tum ROT lar: sindirmek degil, onlarin oranlarmni
kontrol altinda tutarak oksidatif hasari da minimize etmektir (62).

Antioksidan olarak polifenoller hiicre bilesenlerini oksidatif hasara karsi korurlar.
Bu yuzden kanser ve Tip Il diabet gibi cesitli dejeneratif hastaliklar ile baglantili oksidatif
stres riskini sinirlayabilirler. Dusik toksite ve ¢cok az yan etki ile tedavi edici bir kimyasal
ajan potansiyelindeler . EGCG nin anti-oksidan etkisi htcreleri lipid peroksidasyonundan
ve DNA'nin reaktif olan serbest radikallerce hasara ugramasindan korumas: seklindedir
(63).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KIMYASALLAR VE COZELTILER

1) NaCl, Atabay AT091-950

2) Na2HPO4, Riedel-de H&en 81890

3) DMEM, Sigma D5546

4) Nutrient mixture F-12, Sigma N6658

5) L-Glutamin, Biological Industries 03-020-1C

6) Penisilin+Streptomisin, Biological Industries 03-031-1C

7) Fetal Sigir Serumu, Seromed S0115

8) Metanol, Riedel-DC-Haen 24229

9) Tripsin EDTA, Biological Industries 243338

10) DMSO, Sigma D 2650

11) Apoptag plus peroxidase kit (TUNEL) chemicon, S7101 millipore
12) Hematoksilen eosin

13) Epigallocatechin gallate, % 95, 50 mg, Sigma aldrich E4143
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5.1.1. EGCG I¢in Kimyasal Data

Sinonim: (2R, 3R)-2-(3,4,5-Trihydroxy-phenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol
3-(3,4,5-trihydroxybenzoate),(-)-Epigallocatechin gallate,

(-)-Epigallocatechin gallate 3-O-gallate

Molekdiler Formal: C22H18011

Molekdler Agirlik: 458,4

Katalog no (CAS Registry Number): 989-51-5 (64).

5.2. KULLANILAN YONTEMLER

5.2.1. Glioblastoma Multiforme Hticre Hatt1 (C6)

Deneylerimizde EGCG'nin zamana ve doza bagh etkisini 6lgmek icin
kullandigimiz CCL-107 kodlu C6 hiicre soyunu Amerikan Hayvan Hicre Kiltir
Kolleksiyonu (American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, Marryland, USA)
hiicre bankasindan temin edilip, Istanbul Bilim Universitesi Hiicre Kultri
Laboratuvarinda pasajlart yapilan hiicre serisinden temin ettik. Sican kokenli olan C6
glioma hicreleri radyo dalgalarina duyarhdir ve 200 cGY radyasyon dozunda ve 24 saatte
bile acikca etkilenirler.

5.2.2. Hucre Kultari

Calismamiz Istanbul Bilim Universitesi Hlcre Kultiri Laboratuvarinda
gerceklestirildi. C6 gliobastoma multiforme hiicreleri, 1s1 ile inaktive edilmis %5 fetal
sigir serumu (FBS) ve antibiyotikler (100 unite/ml penisilin G, 100 pg/ml streptomisin)
iceren Dulbecco’s modified Eagle’s medium (F12 medium) icinde 37 °C'de %5 CO2 ve
%395 hava iceren nemli inklbatorde buyattldu.
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C6 Gliom Hicre Kulturu

N-nitro-methyl-urea ile olusturulan GBM modeli |:>

ATCC-C6 sigcan glioma hucreleri
(5 % dimetyl-sulfoxide)

Cozilen hicreler
% 10 FCS + 1500 rpm
Santrifuj

Sican glioma hucreleri

DMEM-F12 (Gibco Co)
|::> hft 2 kez pasaj

eksponensiyal faz

{

eks. hicreleri

@ 5 dakika trypsinizasyon

tripsynize hicreler

@santriﬂ]gasyon + DMEM ile stispansiyon

santriflj + restispansiyon

konsantrasyon
200 000 glioma htcre / pl

Tablo 6 : C6 glioma hucre kultiri yontemimiz
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Hicreler, yuvarlak lamellere ekildikten sonra gece boyunca 37°C'lik %5 CO2li

inkubatorde bekletildi. Deney gruplarimizin kiltir ortamlarina 50 (B grubu) ve 100 (C

grubu) pg/ml konsantrasyonunda EGCG eklendi ve 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona devam

edildi.  Deneylerimizin  sonuglarini

gruplandirmalar su sekildedir :

incelemek icin

yaptigimiz ~ karsilastirmali

Hucre grubu Grup A
0 pg/ml

24 saat Al

48 saat A2

72 saat A3

Grup B
50 pg/ml

Bl
B2

B3

Grup C
100 pg/ml

Cc1
Cc2

Cc3

Tablo 7 : Rakamsal gruplar stre (1, 2, 3), harfler doz (A, B, C) gruplarini belirtmektedir.
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5.3. APOPTOZUN GOSTERILMESI

5.3.1. TUNEL Yontemi

Apoptotik hicre o6liminin yol agtigt DNA fragmantasyonu in situ TUNEL
yontemi ile 6lguldu.

TUNEL boyama protokolimuz:

1. 25 cm®lik flasklarda kiiltire edilen C6 glioma hiicreleri pasajlanarak yuvarlak
lamellerin Gzerine ekildi.

2. 24 saat %5 CO? inkiibatdrde klture edildi.

3. Kultire edilen hucreler 24 kuyucuklu platelere aktarildi. 50pug ve 100 pg/ml olacak
sekilde EGCG kuyucuklara eklendi.

4. Hiicreler %5 CO? inkiibatorde 24saat, 48 saat ve 72 saat olacak sekilde inkiibasyona
birakild.

5. Inkiibasyon sonras hiicreler 1xPBS ile 5 dakika yikand.

6. — 20 °C de metanol ile hiicreler 5 dakika fikse edildi.

7. Metanol sonrasi hiicreler 1xPBSte 5 dakika bekletildi.

8. Fiksasyon sonrasi hucreler 5 dakika Equilibration Buffer ile muamele edildi.

9. Bu asamada her lamel i¢in 57 pl TdT tamponu 3 pl TdT enzimi ile karstirildi.

10. inkiibasyon siiresi sonunda coversleeplerden Equilibration Buffer uzaklastirild: ve

Tdt karisimi eklendi.

11. Hucreler 37 °C"de 1 saat Tdt ile inkiibasyona birakildi.

12. inkiibasyon sonras1 PBS ile 3x1 yikama yapildi.

13. Yikama sonrasi hiicreler tizerine anti-digoksigenin konjugati eklenerek oda 1sisnda 30
dakika inkibasyona birakild:.

14. 2x4 1xPBS ile yikama sonrasinda hiicreler 1x3 distile su ile yikand:.

15. Hiicrelere DAB peroksidaz sibstrati eklendi ve reaksiyonun olusmasi mikroskopta
takip edildi.

16. Reaksiyon 1x3 distile su ile durduruldu.

17. Zit boyama ic¢in hiicreler 5 dakika Hemotoksilen Eozin ile muamele edildi.
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18. Hucreler zit boyama sonrasinda musluk suyundan birkac kez gegirildi.
20. Lameller tizerindeki hiicreler temiz lamlara kapatma medyumu ile kapatild.
21. Hicreler mikroskopta incelendi.

5.3.2. Apoptozun Olgulmesi

Apoptotik hicreler morfolojik tanima kriterlerine gore yapilan alan sayimlariyla
belirlendiler. Hucrelerin fotografi Olympus BX-50 151k mikroskobu ile ve X60°lik
biuyutmede cekildi. Her preparatta X60 hk mikroskop blyitmesi altinda saat yonunde
ilerleyerek rastgele 50 alan belirlendi ve her gorme alaninda tespit edilen tiinel spesifik
boyanmis apoptotik hiicreler toplam hiicre sayilarina oranlanarak preparat basina 50
apoptotik indeks degeri elde edildi. Kahverengi ile isaretli hiicreleri apoptotik hicre olarak
nitelendirdik.

5.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Apoptoza ait verilerin karsilastirilmas: ve degerlendirilmesi asamasinda ANOVA
(analysis of variance) tip test kulanildi. ANOVA testinin kullanim amaci birden fazla
veriyi birlikte ele alarak ve aralarindaki korelasyonu daha net gdrebilmeye olanak

tanimasidir. Istatistiksel anlamlilik smir1 p<0,001 olarak alind:
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6-BULGULAR

6.1. VERILERIN MiKROSKOBIK ANALIZI

Tekrarli deneylerimizde gozlemledigimiz artmis dozun uzun srelerde hticreleri
programli hiicre 6limine, distik doz ve kisa sureli 6rneklere gore daha gok indukledigi
seklindedir. Kontrol gruplarimizda ¢ok az rastlanilan apoptoz uzun sireler s6z konusu

olunca anlamsiz da olsa bir miktar artmistur.

Resim 4: 24 saatlik kontrol grubunun (A1) gorinttst, X600

C6 glioma hticre hattinda EGCG ile etkilesime sokulmadan 24 saat kilture edilmis
hicre Al hucre hattinda beklendigi gibi neredeyse hic morfolojik degisiklik gorulmedi
(Resim 4)
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Resim 5: 24 saatlik 50 pg/ml EGCG ile muamele edilen (B1 grubu) hiicrelerin gorintisu
X600

24 saat pg /ml EGCG ile etkilesime sokulmus C6 glioma hiicrelerinde apoptozun az
miktarda gerceklesmesi bize disiik doz ve kisa sirenin apoptozla ilgisine dair bir ipucu
vermedi (Resim 5).



Resim 6: 24 saat boyunca 100 pg/ml EGCG ile muamele edilen (C1 grubu) hicrelerin

gordntasd, X600
Resim 6 daki gorintude 100 pg /ml EGCG ile muamele edilmis hicrelerin (C1

grubu) 24 saat sonundaki durumu gorilmektedir ve Resim 5°teki ayni siire ve duslk dozla
kiyaslaninca bu dozdaki apoptoz miktar: anlamli bir sekilde fazlayd:.
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Resim 7: 48 saatlik (A2 grubu) kontrol grubunun gériinttst, X600

Kontrol grubunda (A2) normal goruntusiinde hi¢ degisiklik olmayan hucreler 48
saat sonunda yukaridaki sekilde izlendigi gibi anlamli bir farklilik gostermiyordu (Resim
7).
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Resim 8: 48 saatlik, 50 pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma htcrelerinin (B2

grubu) goruntist, X600
Resim 8'de goruldugu gibi daha disik stre ve aym dozdaki apoptotik indeksin

karsilastirmas: bize (24 saat, 50 pg /ml ile 48 saat, 50 pg /ml) farkin ¢ok anlaml
olmadigini gosterdi.
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Resim 9: 48 saatlik, 100pg/ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hicrelerinin (C2

grubu) goruntist, X600
100 pg /ml EGCG uygulanmis gruplarin 24 saatlik ve 48 saatlik olanlar:

karsilastirildiginda 100 pg /ml (C2 grubu) lehine apoptozda anlamli bir artisin oldugunu
saptadik (Resim 9).
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Resim 10: 72 saatlik kontrol grubunun (A3 grubu) gorintist, X600

72 saat sonucunda 6nceki saat surelerine gore apoptotik hiicre sayisinin istatistiksel

olarak anlamsiz sekilde bir miktar arttigin1 bulduk (Resim 10).
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Resim 11: 72 saatlik, 50 pg /ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hicrelerinin (B3
grubu) goruntist, X600

50 pg /ml EGCG uygulamasinin 72. saatindeki apoptotik hiicre sayis1 24 ve 48.
saatlere oranla anlaml bir sekilde yiksektir (Resim 11).
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Resim 12 : 72 saatlik, 100 pg /ml EGCG ile muamele edilen C6 glioma hiicrelerinin (C3

grubu) gorlntisi, X600
Yiksek doz ve uzun sure sonunda gozlenen apoptoz, sire ve dozun interaksiyonu

hakkinda fikirler verebilir. 100 pg /ml EGCG nin 72 saatlik uygulamas: sonucunda C6

hicrelerinde apoptoza yonlenme en fazla miktarda gerceklesmistir (Resim 12).
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6.2. VERILERIN KIYASLANMASI VE APOPTOTIK SONUCLAR

Bu calismada 50 ve 100 pg/ml dozlarda EGCG 'nin 24, 48 ve 72. saatler sonundaki
apoptotik indiiksiyonu gozlemlemek lzere her zaman dilimine ait kontrol gruplariyla
karsilastirilan preparatlarin  farkli bolgelerinden elde edilen apoptotik hiicre sayimlarina
gore elde edilen apoptotik indeksler ANOVA testinde degerlendirildi ve doz, zaman ve
doz-zaman etkilesimine ait veriler rakamsal olarak yorumland:.

Degerler ortalama standart hata olarak ifade edildi ve gruplarin birbirleriyle
karsilastirma sonuclari istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Tablo 8 : Tum dozlara bagl iliski

Grup Doz Ortalama+ standart hata
pg/mi

A(1,2,3) 0 2,38 £1,03

B(1,2,3) 50 15,40 £ 0,76

C(,2,3) 100 43,19 £ 0,76

Tablo 9 : Doz ve zaman etkilesimine gore elde edilen verilerin karsilastiriimasi

Doz ve Zaman Standart hata 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol + 1,783 3,538 0,873 2,719
50 ug/ml +1,310 8,011 9,793 28,389
100 pg/ml +1,310 15,526 54,330 59,709
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6.2.1. Doz Etkinligi

Doz; apoptotoza giden hicrelerin sayis1 Uzerine etkilidir. EGCG dozu arttik¢a
hlcrelerin daha ¢cok apoptoza gittigi ve buna bagl olarak da apoptotik indeks miktarmin
arttig1 goraldi (Tablo 12).

Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml
60 -
48
B 24 saat
=
83~ 2
§§ = 36— 48 saat
2=
B 72 saat
24
12 - 87!
0 1 T 1
A1A2.A3 B1.B2,B3 C1,C2,C3

Hiicre gruplan

Grafik 1: 0, 50 ve 100 pg /ml EGCG dozlarina ait apoptotic etki grafigi
(p<0,001 ve A, B, C gruplarmin ortalamalar1 arasindaki farklar anlamlidir)

38



6.2.2. Zamanin Etkisi

Zaman arttikga uygulanan EGCG nin apoptotik etkisinin zamana bagl olarak
arttig1 gézlemlendi (Tablo 13).

24 saat 48 saat 72 saat
60 -
48
B Kontrol
o
S2.
ﬁ'g < 36 50 pg/ml
o5
B 100 pg/ml
24
12 1
0 1 T 1
A1,B1,C1 A2, B2,C2 A3 B3,C3
Hiicre gruplan

Grafik 2: EGCG nin zaman etkisi

(P<0,001 ve A, B, C gruplarinin ortalamalar: arasindaki farklar anlamlidir.)
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6.2.3. Doz ve Zaman Interaksiyonu

EGCG nin farklh dozlarmin farkli zaman araliklarinda apoptotik etkisi dnemli
bulunmustur. 50 ve 100 pg/ml gruplarinda zamana bagli olarak apoptozun arttig:
gOzlemlenirken kontrol gruplarinda zamana bagli olarak anlamli bir apoptoz degisimi
gOzlemlenmedi. En c¢ok apoptotik etki 100 pg/ml dozda ve 72. saatte tespit edilmistir
(Tablo 14).

70,00

60,00

50,00
40,00 ——0
E Bl,BZ.B _._50

N 30,00

S /l 100
20,00
10,00 — -/ A1,A2,A3

— e

0,00 T ——— : -

24 48 72
Saat

Grafik 3: EGCG nin doz-zaman interaksiyonu
(p<0,001 ve A, B, C farkl harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir )

Grafik 14'te goruldigu gibi C6 glioma hiicreleri EGCG ile dusik doza maruz
birakildiginda kisa strede anlamli bir apoptotik artig goriilmedi ancak EGCG etkisini uzun
strede yani 72. saatte gostermekteydi. Buna karsilik yiiksek dozda (100 pg /ml) apoptotik

etki daha erken donemdeyken bile anlamlz bir sekilde yiksek bulundu.
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7. TARTISMA

Kanserle micadele yollarindan biriside  kanserli  hicrelerin  apoptoza
yonlendirilmesidir. Genel olarak bakildiginda EGCG kendi basina bir apoptoz indikleyici
ajandir.  Polifenollerin dnemli bir 6zelligi de apoptoz olusumunun farkli asamalarinda
ve/veya duzenleme proteinlerinin ekspresyonuna (sitokrom c¢ ve takiben kaspaz-9 ve
kaspaz-3 Un aktivasyonunda) (65,66,67), kaspaz-8 ve t-Bid miktar1 artisina (66), Bcl-2 ve
Bcl-XL  ekspresyonlarmin  regiilasyonunun azaltilmas;, Bax ve Bak artirilmig
ekspresyonuna (66,68,69) ve NF-KappaB transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesine
(70), dogrudan etki edebilmesidir. Ayrica cay flavanolleri mitojenle aktive olan protein
kinazlari (MAPK), sikline bagimli kinazlari, aktivator 1 proteinlerinin aktivasyonu (AP-1)
ve blyume faktorl sinyallerini inhibe eder (71,72). EGCG nin kanserli hiicrelerin hiicre
siklusunu duraklattigii ve apoptoza yonlendirdigini, ama bunu yaparken normal hiicrelere
etki etmedigi yada etkisinin az oldugu gozlemlenmistir (73). Buna gére EGCG bir ¢ok
tumor hucresini apoptoza yonlendirebilir. Bu se¢imli apoptotik potansiyeliyle EGCG
uzerinde durulmasi gereken bir anti-neoplastik ajandir.

Katesinlerin kanserdeki Onemleri onlarin sebep olduklar1 biyo aktivitelerden
gelmektedir. Katesinler, hidroksil radikalini (OH), superoksit anyon radikalini (Oy),
peroksil ve alkoksil radikallerini temizler, lipid peroksidasyonunu onler (74,75,76).
Katesinler fare epidermis DNA “sinda 5-hidroksimetil-2"-deoksilrldin ve 8-hidroksil-2"-
deoksiguanozin diizeyini azaltir (77). Fujiki H. ve arkadaslar1 toksik olmayan kimyasal
kanser onleyici ajanlar gelistirmek amaciyla fare derisi tizerinde timor gelisimi prosesini
inhibe eden ajanlarla yapmis olduklari ¢alismanin sonucunda Japon yesil ¢aymin ana
bileseni olan EGCG nin gunlik hayatta kullanilabilecek pratik kanser dnleyici etkisinin
olduguna inanmiglardir (74). 1992 yilinda yesil cay kanser oOnleyici ajan olarak
onaylanmistir (78).

Katesinler icin 6ne siriilen ¢ok sayida mekanizma bulunmakta olup bunlar tim
kanserler icin genellenemez. Insanda kanser hiicreleri yayilmak ve metastaz olusturmak
icin proteolitik enzimlere inhtiyac duyarlar. Bu enzimlerden biri tirokinaz (UK) olup UK
inhibisyonu timor boyutunu azaltabilir veya farelerde kanserin tam remisyonuna sebep

olabilir.
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Bilinen UK inhibitorleri kanser tedavisinde kullaniimazlar. Cunki bunlarin
inhibitor aktiviteleri zayif veya oldukgca toksik etkilidir. Polifenollerin UK Uzerinde iyi bir
baskilayic1 potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Yesil cayin iyi bilinen anti-kanser
etkisinin UK y1 inhibe etme seklinde oldugu dnerilmistir (78).

EGCG, tumor promotori olan okadaik asit etkisi ile indiklenen BALB/3T3
hicrelerinde TNF-a (Tumor nekrozis faktor) salinimini inhibe eder. Bundan yola ¢ikarak
EGCG nin m-RNA ekspresyonunu, salinimni ve timoér promotoriin hiicrelerle etkilesimini
engelleyerek inhibe ettigi ileri strtlmektedir (79).

Telomeraz bolunmeleri sirasinda kanser hicrelerinin kromozomlarinin uglarmi
korur ve onlarin proliferasyon kapasitesi igin esansiyeldir. EGCG, hcre ekstraktinda ve
canli hucrelerde telomerazi inhibe ettigi gosterilmistir. Cayin antikanser 6zelliginin
aciklanmasinda, ana mekanizmalardan biri telomerazin inhibisyonu olabilir (80).

EGCG nin kansere kars1 koruyuculuk saglayan anahtar aktif bilesenler olduguna
inaniliyor. Bunlar timér promotorlerinin indlkledigi aktivator protein 1°i (AP-1) ve
neoplastik dontstimi inhibe eder (81). Katesin, A431 hicrelerinde hicre siklusunu GO-G1
evresinde durdurmakta ve apoptoza neden olmaktadir (82). Insan meme epiteli 184-B5
hicrelerinde benzopirenin (BP) indukledigi hatali proliferasyonu EGCG inhibe eder.
Katesin bunu p53 bagimli apoptozu indlkleyerek ve hicre siklusunu dizenleyerek
yapmaktadir (83).

Yesil cay katesinleri, insan mide kanseri KA-TO IlI hucrelerinin, insan l6semi
MOLT-4B hicrelerinin, DU 145 insan prostat hicrelerinin apoptozunu indikledigi ve
hiicre buytmelerini inhibe ettigi saptanmistir (84). Hirose ve arkadaslarinin yaptigi
calismalarda yesil cay katesinlerinin ince barsakta kanser olusumunu Kkarsinojenle birlikte
veya kanser olustuktan sonra verilse dahi baskiladiklarini gostermislerdir (85).

Anti-inflamatuar aktiviteyi inhibe eder. Bu etki katesin ve onun tirevlerini, kanser
olusumunun baslama, ilerleme ve yayilma safhalarina karsi daha etkili yapar (86).

Birgok timdr hicre serisinde EGCG tlimorin buyimesini inhibe eder. EGCG nin
normal W2138 hicreleri ve kanser hucreleri olan W138VA ile normal insan fibroblastlar:
Uzerine etkisi incelenmistir. 40 UM konsantrasyonlarda EGCG normal hiicreler tzerine etki
gOstermezken; kanser hucrelerinin blytmesini inhibe eder. Ayni htcreler 200 uM dozda
EGCG'ye 8 saat maruz birakildiklarinda, kanser hicrelerinin %50 den fazlas: apoptoza

yonlenirken, normal hiicrelerin sadece %1 den azi apoptoza gitmistir (87).
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Literatirde sozlni ettigimiz timor hucreleriyle ilgili ¢aligmalar bulundugu halde
bizim ¢alismamizda kullandigimiz C6 glioma hticreleriyle yapilmig ¢calismamiza benzer bir
caligmaya rastlanmadi. Sonuglarimizi sadece doz artisi agisindan inceledigimizde doz
arttikca apoptozun anlamli bir sekilde arttigint bulduk. Bulgularimizi hem dozun
artirilmasina, hem streye bagimli olarak irdeledigimizde buldugumuz doz artisina paralel
zamanin belli bir apoptotik degere kadar apoptozu indikledigi ama belli bir apoptotik
orandan sonra zamanin ¢ok az bir degisiklige katkida bulundugunu gordik. Calhismamiza
en yakin olan arastirmada Ahmad ve ark. (1998) EGCG nin sadece malignant timadr hiicre
hatlarin1 apoptoza indikledigini ve normal hiicrelere etkisi olmadigini gostermistir (82).
Ayrica sonuglarimizi destekler baska bir calismada Shunichi ve arkadaslart (2001)
EGCG nin malignant timodrleri inhibe etigini soyledikleri bulgulariyla deneylerimize
paralel sonuglar elde etmislerdir (88).

EGCG nin in vitroda bir beyin tumori olan C6 gliomalar: etkilemesi 6nemliydi.
Konu beyin olunca karsimiza ciddi bir soru ¢ikar: Katesin grubu maddeler acaba kan-beyin
bariyerini gecebilmekte midirler? Ge¢medikleri taktirde bu invitro etkinin uygulamada bir
onemi bulunmaz. Lei —Chwen ve ark. oral yolla fare ve ratlara verdikleri EGCG nin
plazmadaki oranindan baslayarak beyindeki absorbsiyonunu arastirmiglardir. LC-MS
yontemleriyle gosterdikleri katesinlerin kan-beyin bariyerini gectigini géstermislerdir (89).
Bu durumda in vitroda elde ettigimiz etkilerin in vivoda da gecerli olabilecegi
kanisindayiz.

Bizim bu sonuglardan baska c¢alismanin giderek artan dozlarda ve benzeri
apoptotik etkileri oldugu duslnilen diger antioksidanlarla da kombine edilerek
tekrarlanmasmin sonuclari gok daha kuvvetli hale getirecegine inantyoruz. Ayrica bizim
bulgularimizin paralelinde C6 glioma hcrelerinin steriotaksik yontemlerle sicanlarin
beynine yerlestirildikten sonra hayvanlara katesinleri uygulamamiz EGCG nin in vivo

sonuglarini da gormemizi saglayacag: kanisindayiz.
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8. SONUC

Ulasilan literatiirde EGCG nin savundugumuz sekilde bir apoptoz indiikleyici ajan
oldugu ve bu etkinin farkli hicre tipleri (zerinde degisik oranlarda etkin oldugu
kaydedilmisti. Deneylerimizde EGCG nin etkisini C6 glioma hucreleriyle olusturdugumuz
modelde inceledik. Apoptotik hicreleri TUNEL metoduyla isaretleyip gorinur kildiktan
sonra yaptigimiz mikroskobik gozlem ve analitik testlerden sonra su ¢ikarimlarda
bulunduk:

EGCG nin apoptoz lzerinde etkin bir ajan oldugu ve bu etkinin doz, siire ve hem
doz hem siire parametrelerinden etkilenir bicimde gergeklestigini gozlemledik.

24 saatlik (Al grubu) kontrol grubundaki yiksek apoptotik degerden sonra gorilen
azalma (48 saatte, A2 grubu) bir kistm hticrenin hiicre sikluslarmin sonu geregi apoptoza
kendiliginden gittigi ve geriye hicre siklusunun farkli evrelerindeki hiicrelerin kaldig1 ve
72 saatlik kontrol gruplarindaki (A3 grubu) apoptotik artis hiicre dongusiiniin sonu geregi
hicrelerin zaten 6lume dogal sekilde gittikleri seklinde yorumlandi. Apoptoza sadece
zaman yoninden baktigimizda gdzlemlenen apoptotik degerlerin en yiuksek dozda en
yuksek degerlere ulastigi goruldi. 50 pg /ml de 24. (B1 grubu) ve 48. (B2 grubu) saatler
sonundaki apoptoz yakin degerlerde olup 72. saate gelince ( B3 grubu) 3 kat birden
artmaktadir. Bu degerlere bakarak zamanin Kritik bir stireden sonra yiiksek dozda kuvvetli
bir sekilde etki ettigini ve hiucreleri apoptoza indukledigini soyleyebiliriz. 100 pg /ml doz
ile 48. saatin (C2 grubu ) sonundaki g6zlem sonuclari bize dozun stireye gore daha etkin
apoptotik 6neme sahip oldugunu distndirdd.

Doz ve zamanin belli bir apoptotik degere gelene kadar birincil ve benzer siddette
apoptotik indukleyiciler olduklari ama en yiiksek dozda, belli bir sureden sonra artmis
stirenin apoptozu ¢ok fazla etkilemedigini ortaya koyduk.

Mikroskobik gozlemlere ek olarak verilerin ANOVA testinde yorumlanmasi
sonunda ulagtigimiz sonuglar go6zlemlerimizi matematiksel olarak destekler yonde

olmustur.
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